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研究成果の概要（和文）： 大腸菌病原性遺伝子制御因子と推定されている転写因子 LeuO に
ついては、先に我々はサルファ剤をはじめとする多剤耐性遺伝子群の制御を発見した。今回、
LeuO によるゲノム発現制御機構の全体像の解明を目的とし、LeuO 支配下遺伝子群を網羅す
るために Genomic SELEX 実験を実施したところ、ゲノム上 140 カ所以上の LeuO 認識結合配
列を同定し、125 の新規支配下遺伝子群の同定に成功した。その結果、LeuO が繊毛遺伝子群
などのバイオフィルム形成遺伝子群の発現を制御していることが明らかとなり、病原性発揮に
重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： To get insights into the regulatory role(s) of LeuO, attempts 
were made to identify the whole set of regulation targets using Genomic SELEX system. A 
total of 140 LeuO-binding sites were identified on the E.coli genome, 125 of which were 
newly identified. Taken together with our previous finding of the involvement of LeuO in 
mutli-drug efflux, it was revealed that LeuO regulates a number of genes for biofilm 
formation including the genes for fimbriae formation. 
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１．研究開始当初の背景 
 LeuO はロイシンの生合成遺伝子群の制御
因子として同定された転写因子であるが、細
胞内量が少なく、その作用機構は、殆ど分か
っていなかった。近年になって、ゲノム上の
数カ所でゲノム広域の転写サイレンシング
に関与する核様体蛋白 H-NS との拮抗作用が
提案されはじめた。H-NSサイレンシングは病
原性細菌において病原性遺伝子群を制御す
ることが報告されているため、病原性遺伝子
群の発現制御機構の理解には、LeuO のゲノム
転写包括制御機構の解明が必要であった。 
 
２．研究の目的 
申請者・島田は、転写因子のゲノム上認識
結合領域を直接同定する Genomic SELEX 法を
開発し、ゲノム転写包括制御機構の研究に従
事して来た。その一環で LeuO についてもゲ
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ノム発現制御機構の解明を目的に Genomic 
SELEX 実験を行っていたところ、LeuOが薬剤
耐性やバイオフィルム形成に関与する遺伝
子群のプロモーター領域に結合することが
分かってきた。また、それらのプロモーター
は H-NS によってサイレンシングされている
ことが同定されていた。そこで、細菌におけ
る薬剤耐性獲得やバイオフィルム形成など
の病原性発現機構の普遍的分子メカニズム
の理解を目指して、LeuOのゲノム転写包括制
御機構の解明のための研究を提案した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、病原性遺伝子制御因子 LeuO
の支配下遺伝子群の同定による転写制御様
式の解明を目指して、以下の研究を行った。 
（１）Genomic SELEX 法により得られた LeuO
が認識結合する DNA塩基配列をクローニング、
シークエンシング(SELEX-clos 法)によって
決定する。 
（２）純化 LeuOを用いて、ゲルシフト実験
を行い、結合を確認する。 
（３）LeuOの細胞内濃度を定量的 Western 法
で計測する。 
（４）推定された支配下遺伝子群の mRNAレ
ベルを Northern 法により解析し、転写への
影響を確認する。 
（５）薬剤耐性への影響を Phenotype 
Microarray システムを用いて検証する。 
（６）Genomic SELEX 法により得られたター
ゲット DNAの解析にタイリングマイクロアレ
イ(SELEX-chip法)を用いる網羅的な解析法
を確立する。 
（７）SELEX-chip法を用いて LeuOの認識結
合配列を網羅的に解析する。また H-NS につ
いても行い、それらの結合領域を比較解析す
る。 
（８）新規支配下遺伝子群への制御機構を in 
vivoおよび in vitro の両面で解析する。 
（９）LeuOと H-NS の拮抗作用をゲルシフト
実験により検証する。 
（１０）LeuOの発現による細胞の接着性を
Sand Column assay を用いて検証する。 
（１１）バイオフィルム形成を Confocal 
Scanning Laser Microscope を用いて観察す
る。 
（１２）これらを統合して、病原性遺伝子制
御因子 LeuO のゲノム転写包括制御機構によ
る病原性遺伝子群の発現制御モデルを提唱
する。 
 
４．研究成果 
 上記の研究計画で、２年間の研究を実施し、
以下の成果を得た。 
（１）純化 LeuO と、大腸菌ゲノム DNA 断片
混合物を利用して、SELEX-clos法により LeuO
が認識結合する配列を 12カ所同定した。 
（２）12カ所の結合領域に対して、ゲルシフ
ト実験により特異的な結合を確認し、推定さ
れた支配下遺伝子群への転写制御の影響を
同定した。特にいくつかの多剤耐性遺伝子群
が LeuO により直接的に活性化されることが
示唆された。 
（３）Phenotype Microarray解析により、LeuO
が多くの生育阻害剤に対する感受性を変化
させる事が分かった。また、機能未知遺伝子
をコードする yjcRQP オペロンがサルファ剤
耐性に関与する事が分かり、sdsRQP (sulfa 
drug sensitivity determinant)と改名する
事を提案した。 
（４）転写因子 CRP および Craを用いてタイ
リングマイクロアレイを用いた SELEX-chip
法を確立し、親和性の低い Genomic SELEX DNA
の解析を可能とした。 
（５）SELEX-chip 法を用いて LeuO の解析を
行い、新規ターゲット 125カ所を含む 140 カ
所の結合領域を同定することに成功した。 
（６）LeuO の結合領域を解析したところ、そ
のほとんどが H-NS と重複している事が分か
り、LeuO が H-NS サイレンシングに対してグ
ローバルに拮抗し、支配下遺伝子群の発現調
節を行う転写因子である事が示唆された。 
（７）細胞内濃度測定実験から、LeuO と H-NS
の細胞内濃度比が対数増殖期から定常期に
移行するに従い、低下する事が分かった。こ
のことから、LeuO支配下遺伝子群は定常期に
なるに従い、発現が上昇すると考えられる。 
（８）支配下遺伝子群への制御機構を解析し、
多くの繊毛遺伝子群および外膜たんぱく質
が LeuOにより制御されている事が分かった。 
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（９）バイオフィルム形成能に与える影響を
観察し、leuO がバイオフィルム形成を促進さ
せている事が分かった。 
 
 本研究により、LeuOの支配下遺伝子群が網
羅的に同定され、LeuOによるゲノム転写包括
制御機構の全体像が見えてきた。また、LeuO
の病原性遺伝子群などの発現制御に関与す
る H-NS サイレンシングの大規模な解除様式
が提案された。 
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